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RESUMO

O uso de fertilizantes e outros agrotoxicos para suprir as exigéncias nutricionais das culturas e
aumentar a producéo, tem gerado, em alguns casos, incremento de centenas de toneladas de
metais potencialmente toxicos ao solo contribuindo desta forma em alguns casos para o
empobrecimento do mesmo. Entretanto, algumas espécies de plantas sdo capazes de sobreviver
e adaptar-se em ambientes contaminados, além de remover grandes quantidades de poluentes,
caracterizando-se como plantas fitorremediadoras. O presente estudo teve o objetivo de avaliar
o potencial da braquiaria (Urochiloa brizanta) como fitorremediador através de analises das
variaveis de desenvolvimento, além disso verificar o desempenho da mesma através da
associacdo com os fungos micorrizas arbusculares. O Trabalho foi conduzido em casa de
vegetacdo, com o delineamento inteiramente casualizado (DIC) em fatorial 5x2, sendo 5 doses
das espécies metalicas (0, 10, 20, 40 e 80 mg kg™ ) e 2 inoculacGes de FMA (sem e com FMA),
totalizando 10 tratamentos com 4 repeticOes, resultando em 40 unidades experimentais. Os
solos foram incubados com as espécies metalicas investigadas. A determinacédo da percentagem
de matéria organica foi feita por calcinacdo a 550°C. Na determinacédo da capacidade de troca
catidnica foi utilizado o método proposto por Cotta et al. (2006). Foram também determinados
o0s parametros: altura de planta, comprimento de raiz, indice de clorofila, matéria fresca da parte
aérea, matéria seca da parte aérea, matéria seca de raiz, % de colonizacgéo radicular e absor¢édo
de fosforo, nitrogénio e potassio. A extracdo de metais biodisponivel do solo antes e apds o
plantio foi feita utilizando-se solugdo extratora de HCI 1 mol L. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia utilizando o programa estatistico R e a comparacdo das médias foi
realizada utilizando o teste de Tukey a 5% de probabilidade. O solo apresentou baixa
percentagem de matéria organica, caracterizando-se como um solo inorgénico. O metal que
representou mais biodisponibilidade foi 0 Zn** com 473,867 mg kg* na dopagem e 80 mg kg
seguido pelo Mn?* com 190,508 mg kg* na dopagem de 10 mg kg* e 0 que menos se encontrou
biodisponivel foi o Cu?* com 2 mg kg™. A Urochiloa brizantha apresentou um bom
desenvolvimento em solo contaminado com as diferentes dosagens dos metais pesados.

Palavras Chave: Restauracdo de Solo. Capim Marandu. Fitorremediacéo.



ABSTRACT

The use of fertilizers and other pesticides to meet the nutritional requirements of crops and
increase production has, in some cases, generated an increase of hundreds of tons of potentially
toxic metals to the soil, thus contributing in some cases to its impoverishment. However, some
plant species are able to survive and adapt to contaminated environments, in addition to
removing large amounts of pollutants, characterized as phytoremediation plants. This study
aimed to evaluate the potential of brachiaria (Urochiloa brizanta) as a phytoremediator through
analysis of development variables, in addition to verifying its performance through its
association with arbuscular mycorrhizae fungi. The work was carried out in a greenhouse, with
a completely randomized design (DIC) in a 5x2 factorial, with 5 doses of metallic species (0,
10, 20, 40 and 80 mg kg-1 ) and 2 AMF inoculations (without and with FMA), totaling 10
treatments with 4 repetitions, resulting in 40 experimental units. The soils were incubated with
the investigated metallic species. The determination of the percentage of organic matter was
made by calcination at 550°C. In determining the cation exchange capacity, the method
proposed by Cotta et al. (2006). Parameters were also determined: plant height, root length,
chlorophyll index, shoot fresh matter, shoot dry matter, root dry matter, % root colonization
and uptake of phosphorus, nitrogen and potassium. The extraction of bioavailable metals from
the soil before and after planting was done using a 1 mol L-1 HCI extracting solution. Data
were subjected to analysis of variance using the R statistical program and the comparison of
means was performed using the Tukey test at 5% probability. The soil had a low percentage of
organic matter, characterizing itself as an inorganic soil. The metal that represented more
bioavailability was Zn2+ with 473.867 mg kg-1 in doping and 80 mg kg-1 followed by Mn2+
with 190.508 mg kg-1 in 10 mg kg-1 doping and the one that was less bioavailable was Cu2+
with 2 mg kg-1. Urochiloa brizantha showed good development in soil contaminated with
different dosages of heavy metals.

Keywords: Soil Restoration. Marandu grass. Phytoremediation.
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INTRODUCAO GERAL E REVISAO BIBLIOGRAFICA

CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A aplicacgdo indiscriminada de fertilizantes para suprir as exigéncias nutricionais
das culturas e aumentar a producgéo de alimentos, tem gerado, em alguns casos, incremento de
centenas de toneladas de metais potencialmente toxicos ao solo. Dessa forma, em alguns casos,
essa forma de utilizagdo do solo contribui com o0 empobrecimento do solo através das atividades
agricolas exercidas, com isso modificando suas caracteristicas quimicas, fisicas e biolégica
(SILVA, FELIZMINO; OLIVEIRA, 2015).

Os metais potencialmente tdxicos (MPT) tais como Zn, Mn. Ni, Cd e Cu podem ter
a sua quantidade aumentada nos solos devidos a a¢Bes antropogénicas, tais como adubacdes
sucessivas, principalmente dos fertilizantes fosfatados, devido a ocorréncia destes nas rochas
fosfatadas, como a apatita, empregada como matéria prima para classe de fertilizantes ,(LIMA,
2011; ESTRELA; GAROFALO CHAVES; SILVA, 2018) a produtos como lodo de esgoto,
composto de lixo urbano e residuos de industria de mineracdo (CARVALHO; ORSINE, 2011),
bem como a utilizagdo de agua de irrigacdo poluida e/ou contaminada).

A acumulacdo de metais pesados nos solos e dguas representa um risco para a
salde ambiental e humana. Estes elementos acumulam-se nos tecidos corporais dos organismos
Vivos e suas concentracGes aumentam a medida que passam pelos niveis troficos, causando
biomagnificacdo. No solo, os metais potencialmente toxicos causam efeitos toxicoldgicos na
microbiota do solo, o que pode levar a uma diminuicao de atividades (FAROOQOQ et al., 2010).

Estas espécies metalicas encontradas em pequenas concentracdes tém implicagdes
significativas na fisiologia das plantas, controle de ativacdo enzimatica e fixagdo de nitrogénio,
no entanto, em concentragfes toxicas prejudicam as plantas e 0s organismos vivos, afetando
seus Orgdos, alterando processos biogquimicos, organelas e membranas celulares, alem de
originar problemas de saude publica (OLIVEIRA; OLIVEIRA 2011).

A principal causa deste problema esta relacionada ao fato de o0s metais
potencialmente toxicos serem altamente reativos e bioacumulaveis, ou seja, 0s organismos sao
incapazes de elimina-los quimicamente (OLIVEIRA e OLIVEIRA 2011), ficando retidos no

ecossistema. Todavia, mesmo em pequenas quantidades, alguns desses metais podem ser
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prejudiciais aos organismos, por formarem complexos estaveis com as biomoléculas
(BISINOTI; YABE; GIMENEZ, 2004).

1.1 Fitorremediacao

A taxa de absorcao de MPTs, no solo pelas raizes de plantas terrestres € tipicamente
baixa. Entretanto, algumas espécies de plantas sdo capazes de sobreviver e adaptar-se em
ambientes contaminados com metais potencialmente tdxicos, além de remover grandes
quantidades de poluentes, caracterizando-se como plantas fitorremediadoras (DAZY, et al.,
2009; SANTOS et al., 2011; NADGORSKA-SOCHA; KANDZIORA-CIUPA; CIEPAL,
2015).

A fitorremediacéo € uma técnica de descontaminacéo da agua e do solo, que associa
0 emprego de plantas, de sua microbiota, do solo e de praticas agrondmicas que, em conjunto,
possam garantir a remogdo ou imobilizacdo de contaminantes do ambiente (MONQUEIRO et
al., 2013). Essa técnica consiste no emprego de plantas que absorvem ou acumulam
contaminantes organicos ou inorganicos presentes no solo, mediante o0 uso de processos como
a fitoestabilizacéo e fitoextracdo (SOUZA, 2011).

Considerada uma técnica relativamente barata, de fécil aplicagdo e sustentivel
quando comparada a métodos quimicos utilizados para a remog¢do de metais potencialmente
toxicos presentes no solo (WENZEL, 2009; ZALEWSKA, 2012; ZALEWSKA; NOGALSKA,
2014). Nos ultimos 20 anos, essa tecnologia tornou-se popularmente empregada em solos
contaminados por diversos poluentes, tais como: chumbo, cadmio, uranio, arsénio, cromo, entre
outros (ULLAH et al., 2011), tendo se tornado uma alternativa economicamente viavel e
esteticamente aceitavel (LONE, et al., 2010; NADGORSKA-SOCHA; KANDZIORA-CIUPA;
CIEPAL2015).

Uma planta fitoextratora ideal deve ter como principais caracteristicas a tolerancia
a alta concentracédo do poluente presente no solo, rapido crescimento, baixa exigéncia de agua,
eficiéncia na remocdo do poluente, ndo ser invasiva e apresentar certa resisténcia a pragas e
doencas, bem como, possuir baixa exigéncia de insumos e ser de facil colheita (HERZIG et al.,
2014). A eficiéncia da fitoextracdo pode ser aprimorada ao utilizar cultivares selecionadas e
geneticamente melhoradas, aliada a boas técnicas de cultivo (NEHNEVAJOVA et al., 2009;
VANGRONSVELD et al., 2009; HERZIG et al., 2014).
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1.2 Urochiloa brizanta

As espécies de gramineas pertencem ao género urocholoa, podem ser utilizadas
para fitorremediacéo de solos contaminados com metais potencialmente toxicos, sendo capazes
de remover grandes quantidades de cadmio, zinco, niquel, cromio e chumbo (SANTOS et al.,
2005; MARTINEZ; CRUVINEL; BARRATO, 2012), arsénio (ANTUNES ARAUJO et al.,
2011), o capim braquiaria mostra-se eficiente ndo apenas na fitorremediacdo de solos com
contaminacdo correspondente ao grau de intervencdo como apresenta um potencial de
tolerancia de alta concentraces de metais no solo.

Guirra et al (2011) verificaram que o capim marandu, também conhecido
popularmente como capim-braquiardo uma graminea classificada como Urochloa brizantha
(Embrapa,1999), apresentou alta toleréncia a toxidez de Mn, atingindo alto teor foliar na parte
aérea sem afetar o crescimento da planta. Por sua vez, Tolentino et al (2014), em estudo de
especiacdo de cadmio em Urochloa brizantha e biodisponibilidade dos macro e micronutrientes
verificaram que, apesar das variagdes nos teores e translocacao dos nutrientes, as doses de Cd
utilizadas ndo causaram alteracdo no crescimento de Urochloa brizantha, fato atribuido a
tolerancia da planta a este metal toxicos.

A toleréncia de plantas e microrganismos aos metais potencialmente toxicos tem
sido estudada do ponto de vista de remocdo do excesso do metal do solo ou diminuicdo da
disponibilidade destes nos sistemas bioldgicos, sendo consideravel o interesse biotecnoldgico
(BERTOLAZI et al., 2010; SCHNEIDER et al., 2012%; GARCIAS et al., 2017).

Na visdo de Oliveira (2009), citado por Amado e Chaves Filho (2015), é
imprescindivel o investimento em estudos que estejam direcionados na hiperacumulagdo de
metais potencialmente toxicos com espécies florestais de clima tropical, que podem ser
encontradas com facilidade no bioma Cerrado, visto que costumam crescer em areas que sao
naturalmente 4cidas e ricas em metais.

A fitorremediacdo ainda precisa de estudos mais amplos sobre a variedade de
plantas e suas propriedades remediadoras, além disso, € necessario desenvolver pesquisas que
viabilizem melhoramento genético dessas componentes arbdreas e sua aplicabilidade. A
utilizacdo eficiente de plantas em tratamentos que removem metais potencialmente toxicos
ainda é dependente de melhores compreensdes dos mecanismos envolvidos, sobretudo,
daqueles nos quais envolvem custos de investimento em funcdo do tempo decorrido de
despoluicdo (VASCONCELOS, 2012).
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1.3 Fungos Micorrizas Arbusculares

Atencdo especial tem sido dada aos fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)
como atenuadores da fitotoxidez causada pelos MPTSs, principalmente os presentes em produtos
utilizados na agricultura como Co, Cd, Cr, Fe, Mn, Ni, Pb. As, Sn e Zn. Muitos desses elementos
formam complexos estaveis com biomoléculas e sua presenca em até mesmo pequenas
quantidades podem causar prejuizo a animais e vegetais.

Para Schneider et al (2012), plantas micorrizadas podem apresentar maior
tolerancia a diversos metais e, de modo compensatdrio, conferir ao fungo simbionte vantagens
na sobrevivéncia em local contaminado. Sabe-se que esses fungos (FMAs) aumentam a
capacidade das espécies vegetais tolerarem os estresses proporcionados por MPTs e pigmentos
extracelulares como a melanina, devido a diminuicdo da fitotoxidez dos contaminantes
resultantes de mecanismo de precipitacdo de metais potencialmente toxicos, relacionados a
adsor¢ao de espécies metalicas (BERTOLAZI, 2010; SCHNEIDER et al., 2013).

Segundo Cornejo et al (2008), os FMAs liberam substéncias organicas, como a
glomalina, que pode ser um mecanismo altamente eficiente, pois a mesma realiza o sequestro
de metais potencialmente toxicos, promovendo melhoras nas condi¢des ambientais, podendo
levar a estabilizacdo de solos que estdo com altos teores destes elementos. Ainda os FMA
podem armazenar Cu, por exemplo, em compartimentos celulares, tais como, esporos e
vesiculas, onde a taxa metabdlica é reduzida, trazendo beneficios ao crescimento das plantas e
aos FMAs ( CORNEJO et al., 2013).

Em alguns casos, plantas micorrizadas podem aumentar a absorcdo de metais
potencialmente toxicos e transporta-los das raizes para a parte aérea (fitoextracdo), (LEUNG et
al., 2010) e em outros casos, 0s FMAs podem contribuir para a imobilizagdo destes no solo
(fitoestabilizacdo) (SCHNEIDER et al., 2013).

O resultado da colonizag¢do micorrizica na reducdo dos teores de contaminantes em
solos contaminados dependerd da combinacdo planta-fungo-metais potencialmente tdxicos
(SMITH et al., 2010; SCHNEIDER et al., 2013).

Neste contexto, a simbiose do da braquiaria e FMAs mostra-se uma alternativa
promissora para o estudo visando a recuperacéo de areas contaminadas por Zn, Mn e Cu. Sendo
assim objetivou-se nesta pesquisa verificar a performance da graminea braquiaria da espécie
Urochloa brizantha, quanto a sua tolerancia em solos artificialmente contaminados com metais
potencialmente toxicos tais como Zn, Mn, e Cu através das analises de parametros fisioldgicos
em solos do municipio de Imperatriz-MA e, ainda, ampliar o conhecimento do desempenho do
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uso da braquiaria associada a fungos micorrizos arbusculares na remocdo desses metais

potencialmente tdxicos nos solos.

1.4 Os Metais potencialmente toxicos e a Contaminagéo dos solos

A poluicdo ambiental causada por metais potencialmente toxicos tornou-se um
sério problema no mundo. A mobilizacdo de metais pesados através de extracdo de minérios e
posterior processamento para diferentes aplicacdes levou a liberacdo desses elementos no meio
ambiente. Ao contrario de substancias organicas, metais sdo essencialmente ndo biodegradaveis
e, portanto, se acumulam no ambiente (ALI, 2013).

O solo tem-se apresentado com grande quantidade de contaminantes metéalicos,
que sdo oriundos principalmente de atividades antrépicas como a industrializacao. Esses solos
sdo0 nocivos a diversas espécies vegetais, e também a sua microbiota (KABATA-PENDIAS;
PENDIAS, 2001). Observa-se também que a contaminacao pode atingir cursos de d&gua como
0s rios, depositos de dgua subterraneos e provocar graves problemas ambientais.

Os metais potencialmente tdxicos usualmente considerados como metal pesado
deve ter como caracteristica massa especifica elevada com valor maior que 5 g cm™ ou ndimero
atdbmico maior que 20 (MALAVOLTA, 2006). Dentre os elementos conhecidos 53 sdo metais
pesados, ferro (Fe), manganés (Mn), zinco (Zn) e cobre (Cu) se destacam como micronutrientes
essenciais as plantas. Enquanto niquel (Ni), cobalto (Co), cromo (Cr) e chumbo (Pb) sdo
elementos toxicos, com maior ou menor importancia como elementos tracos (BENAVIDES et
al., 2005). Atualmente, o conceito de metal pesado além das propriedades quimicas tem sido
associado com contaminagdes e potencial toxicidade (LIMA; MERCON, 2011).

Em concentragdes acima de um dado limite, 0s metais essenciais e ndo essenciais
resultam em fitotoxicidade. As plantas respondem a toxidez por metais potencialmente toxicos
através de alteracOes estruturais, fisiologicas e bioquimicas que estdo relacionadas com tipo e
concentracdo do metal e do tempo de exposi¢do das plantas a esses elementos. Entre as
principais alteracdes estdo: 1) os mecanismos de absorcéo, transporte e acumulagéo dos metais
pelas plantas; 2) mecanismos primarios de toxidez a nivel molecular, celular e subcelular; 3)
mecanismos secundarios de interferéncia com os processos funcionais das plantas; 4)
mecanismos de respostas homeostaticas que, em alguns casos, conduzem a mecanismos de
tolerancia frente ao metal pesado (MACEDO; MORRIL, 2008).
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Os metais potencialmente toxicos encontrados no solo podem ser naturais de
origens litogénicas, que estdo relacionadas as fontes geoldgicas, advindos de rochas que
sofreram processo de intemperismo (PEREIRA et al., 2010). E origens antropogénicas, que
pode ocorrer de diversas formas, como através de atividades agricolas na implementacdo de
compostos, pesticidas e fertilizantes, irrigacdo, por rejeitos organicos e industriais, da
mineralizacdo (MELLONI et al., 2006). Para o monitoramento de &reas suspeitas de
contaminacdo, o conhecimento dos teores naturais de metais pesados nos solos € essencial.

Alguns solos possuem uma grande capacidade de retencdo de metais
potencialmente toxicos, mas se essa capacidade for ultrapassada, 0s metais presentes no meio
podem compromete a qualidade dos ecossistemas, ser lixiviados, colocando em risco a
qualidade das aguas subterraneas e superficiais, como entrar na cadeia alimentar dos
organismos vivos. Da mesma forma, uma vez aplicados ao solo, os metais podem sofrer
transformacdes quimicas, que podem resultar na biodisponibilizacdo de formas anteriormente
ndo disponiveis (COSTA, 2005). Assim, é necessario um monitoramento que estabeleca
indicadores capazes de servir como referéncia para a avaliacdo continuada dos impactos
ambientais causados pelas atividades antropicas sobre os solos (PAYE, 2010).

A Resolucdo do CONAMA n° 420 (BRASIL, 2009) facilita a analise de
contaminacdo e a criacao de indicadores que controlem e tratem das areas que apresentem esses
metais, por meio dos niveis de referéncia para teores tanto de metais quanto de outras
substancias quimicas em solos e dguas subterraneas.

Além disso, outro principio a ser considerado € o grau no qual esses metais
potencialmente toxicos estdo expostos no solo, uma vez que isso esta diretamente associado a
quantidade biodisponivel no ambiente, posto que os ions livres do metal podem estar
relacionados a matéria organica, reduzindo a biodisponibilidade (MUNIZ; OLIVEIRA FILHO,
2006).

1.5 Elemento Manganés (Mn)

O manganés ¢ um dos elementos mais abundantes no solo, e possui fungédo
importante para o crescimento vegetal, é essencial a sintese de clorofila e na fotossintese
(PUGA, 2011; TAIZ; ZEIGER, 2004). Além disso, age ativando enzimas, que possuem papel
indireto na sintese de proteinas e na multiplicacdo celular (MALAVOLTA, 1980). Também
atua essencialmente na elongacéo celular, sendo que sua deficiéncia pode reduzir o crescimento
das raizes (PRADO, 2008).
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O excesso de manganés leva a toxicidez do solo, especialmente em solos tropicais
acidos, afetando o crescimento e a produtividade das culturas (ZABINI et al., 2007). No solo o
Mn é encontrado principalmente envolvido na estrutura dos minerais e como complexos
relacionados a matéria organica (OLIVEIRA; NASCIMENTO, 2006).

Em geral, ocorre no meio natural em trés formas: Mn?* (em solugio)
Mn®* (altamente reativo) e como Mn* (6xidos de grande estabilidade). Essas formas
encontram-se em equilibrio dindmico, em que a maior estabilidade de Mn?* ocorre em meios
com pH baixo e condi¢des redutoras (ALLOWAY, 1995; THORNTON, 1995). As plantas

absorvem o Mn na forma Mn?*, ou seja, na solugéo do solo.

1.6 Elemento Zinco (Zn)

O zinco é um elemento que esta presente em praticamente todos os ambientes. Ele
se apresenta no solo como Zn orgénico e inorgénico, e estd disponivel principalmente como
Zn?*, ou complexado com ligantes organicos (SANTOS 2005, BROADLEY et al. 2007).

Dentre os metais pesados o0 Zn é considerado micronutriente essencial para muitos
organismos e influencia no crescimento da planta. Ele possui ainda, a funcdo de catalisador e
atua em varias tarefas celulares como por exemplo, no metabolismo de proteinas, de carbono
fotossintético e do &cido indol acético (SINHAL, 2007).

Os indicios de toxicidade e deficiéncia de Zn nas plantas sdo semelhantes,
geralmente afetam o crescimento dos caules e das raizes (CHAVES; SOUZA, 2015). A
toxicidade de Zn altera as caracteristicas das células da raiz causando aumento da
permeabilidade das membranas radiculares, e isso faz com que os nutrientes sejam perdidos
pelas raizes (KABATA — PENDIAS; PENDIAS 1992).

Além disso a toxidez do Zn em plantas tem como consequéncia a reducdo na
producéo de matéria seca da parte aérea, e da biomassa radicular; necrose da radicula ao entrar
em contato com o solo; morte da plantula e inibi¢do do crescimento vegetal (CARNEIRO et
al., 2002, LI et al., 2011).

1.7 Fitorremediacao

A fitorremediacéo € uma técnica que surgiu no inicio da década de 1990, dentro
da biorremediacdo, € uma das técnicas mais estudadas. Os Estados Unidos e Europa séo os

pioneiros dessa técnica, onde tem sido identificadas algumas espécies de comprovada
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eficiéncia. No Brasil existem poucos estudos nessa area e ainda sdo pouco difundidas essas
praticas (SANTOS et al., 2004).

Essa técnica faz o uso de plantas para recuperacdo de solo e agua contaminadas
especialmente por metais (AGNELLO, 2015). Os vegetais com esse potencial sdo capazes de
imobilizar, conter e tornar baixo nivel de contaminantes persistentes (VIDALI, 2001). Nos
ecossistemas naturais, as plantas atuam como filtros e metabolizam substancias geradas pela
natureza.

A fitorremediacdo € uma técnica de descontaminacéo da agua e do solo, que associa
0 emprego de plantas, de sua microbiota, do solo e de pratica agronémica que, em conjunto,
possam garantir a remo¢do ou imobilizacdo de contaminantes do ambiente (ACCIOLY;
SIQUEIRA, 2004; MONQUERO et al., 2013), sendo considerada uma tecnologia efetiva ndo
destrutiva, econdmica e sobretudo socialmente aceita para remediar solos poluidos (GARBISU;
ALKORTA, 2001).

Mazzuco afirmava em 2008, que se gastava aproximadamente 25 bilhdes de
ddlares na utilizacdo de técnicas convencionais de despoluicdo ambiental e, com o0 aumento das
exigéncias da sociedade e aplicabilidade de leis mais rigidas sdo adotadas, cresce também o0s
investimentos para tratar residuos agricolas, industriais e rejeitos humanos.

Entre os beneficios dessa técnica estdo: menor custo em relagdo as técnicas
tradicionais, podem também auxiliar na degradacdo de xenobidticos a compostos nao toxicos
feita internamente nas plantas, contribui para a melhoria das propriedades quimicas, fisicas e
bioldgicas do solo, e além disso, reestabelecer a estética do ambiente (PROCOPIO et al. 2009).

A remediacdo utilizando vegetais tem como respaldo a execucdo de variadas
medidas com finalidade de tratar e reduzir o material contaminado no solo (SANTOS; NOVAK,
2013). Ela pode ser uma estratégia promissora de remediacdo in situ, e apresenta inimeras
vantagens podendo ser utilizada em grande escala para a descontaminacao de areas.

Para uma planta ser considerada fitorremediadora ela precisa possuir certas
caracteristicas como uma taxa de crescimento acelerada, sistema radicular profundo, boa
capacidade de absorcao, facil colheita, e todas devem apresentar uma aptiddo em comum: serem
tolerantes e apresentarem grande resisténcia ao poluente, inclusive os de origem antropogénica
(AMADO; FILHO, 2015). Solos contaminados apresentam certas limitacdes a fitorremediacao
por serem, muitas vezes, toxicos as plantas, principalmente onde ocorrem misturas de
poluentes, o que dificulta a selecdo de plantas resistentes e fitorremediadoras para este conjunto
de compostos (COUTINHO,2007).
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Existem diversos mecanismos na fitorremediacdo que podem ser empregados,

dependendo do tipo de contaminante, e a planta pode utilizar diferentes meios para sua remogé&o.

A seguir sdo apresentadas algumas das principais formas de fitorremediacdo encontradas na

literatura;

Fitoextragdo ou fitoacumulagdo: é o mecanismo mais utilizado para absorver metais. Ele
consiste na absorcdo do contaminante e armazenamento do mesmo nos tecidos da planta, na
raiz, caule e folhas. As plantas que s&o tolerantes a elevadas concentragdes do contaminante
séo chamadas de hiperacumuladoras (SILVA, 2019).
Fitoestabilizacdo: Trata-se da diminuicdo da biodisponibilidade e mobilidade de metais
pesados nos solos através das reacdes de absor¢do e acumulacao, adsorcdo e/ou precipitacao
na zona das raizes (PULFORD; WATSON, 2003).
Fitovolatizacdo: alguns ions de elementos dos subgrupos Il, V e VI da tabela periddica
(mercdrio, selénio e arsénio), sdo absorvidos pelas raizes, convertidos em formas nao toxicas
e depois liberados na atmosfera (OLIVEIRA et al., 2009).
Fitoestimulacdo: as raizes em crescimento induzem o das popula¢es de microorganismos
degradativos na rizosfera, que usam os metabodlitos exudados da planta como fonte de
carbono e energia. Esta técnica limita-se a compostos organicos (OLIVEIRA et al., 2009).
Fitodegradacdo: utiliza o metabolismo da planta e microrganismos da rizosfera para
conseguir a quebra de contaminantes. Estes mecanismos podem acontecer internamente,
através de processos metabolicos, ou externamente, por enzimas especificas produzidas pela
planta no solo (MEJIA, 2014).

Recentemente, varias pesquisas, tém apresentado a eficicia dessa técnica em

diversos ecossistemas contaminados por compostos organicos e inorganicos (TAVARES;
SALGADO, 2013; GAROFALO CHAVES; SOUZA 2015, BOFFE et al., 2017). Puga et al.

(2015) estudando Canavalia ensiformis destaca que essa espécie possui potencial

fitorremediador, por apresentar alta tolerancia a metais como Pb e Zn e ser uma boa produtora

de biomassa. Considerando esse contexto, Lima et al. (2008), avaliaram o potencial de

fitoextracdo de duas espécies vegetais, 0 nabo forrageiro (Raphanus sativus L.) e a aveia preta

(Avena strigosa Schreb) em um Argissolo contaminado por Cd. Contextualizando a questao,

Zeitouni et al. (2007), avaliaram o potencial fitoextrator de girassol, mamoneira, tabaco e

pimenta da Amazonia para contaminacdes de Cd, Pb, Cu, Ni e Zn.
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AVALIACAO DOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS E METAIS
POTENCIALMENTE TOXICOS DOS SOLOS

CAPITULO 2

1 INTRODUCAO

De uma maneira geral, o solo € um recurso basico que suporta toda a cobertura
vegetal da terra, imprescindivel para a existéncia dos seres vivos. Sobre a superficie do solo,
incluem-se ndo sé as culturas como, também, todos os tipos de arvores, gramineas, raizes e
herbaceas que podem ser utilizadas pelo homem (BERTONI et al.,1990).

A Embrapa (2006), define solo como sendo uma cole¢do de corpos naturais,
constituidos por partes sélidas, liquidas e gasosas, tridimensionais, dindmicos, formados por
materiais minerais e organicos que ocupam a maior parte do manto superficial das extensdes
continentais, contém matéria viva e podem ser vegetados na natureza onde ocorrem e,
eventualmente, terem sido modificados por interferéncias antrépicas. Um ambiente natural,
com associacgdes tridimensionais usado para diversas finalidades, sendo a mais importante a
producdo de alimentos e fibras para o género humano e animais domésticos (BRADY, 1989).

As caracteristicas fisico-quimicas do solo segundo Coelho et al. (2013), podem
determinar os diferentes tipos de vegetacdo ou de plantas que nele se desenvolvem, sua
produtividade e, de maneira indireta, determina o nimero de tipos de animais (incluindo
pessoas) que podem ser sustentados por essa vegetacdo. Seus atributos bioldgicos podem ser
bastante reconhecidos nos estudos de areas degradadas e em recuperacdo. Entretanto, séo
escassos 0s estudos sobre estas variaveis em areas degradadas visando fornecer subsidios para
prevencédo do processo de degradagéo.

As variaveis quimicas dos solos séo afetadas com a remogéo da vegetacdo natural
e o cultivo, principalmente na camada aravel, em virtude da adi¢do de corretivos e fertilizantes
e de operac0es agricolas. As principais modifica¢bes quimicas nos solos cultivados em relagdo
as condigOes originais decorreram da variacdo do pH e dos teores de cations, 0s quais sdo
dependentes da fertilidade inicial, ou seja, solos estréficos diminuem a fertilidade e os alicos
aumentam, além da reducdo do aluminio trocdvel e da saturacdo por aluminio (MAIA;
RIBEIRO, 2004).
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A acumulacdo de metais potencialmente toxicos nos solos e aguas representa um risco
para a saude ambiental e humana. Estes elementos acumulam-se nos tecidos corporais dos
organismos Vivos e suas concentragdes aumentam a medida que passam pelos niveis tréficos,
causando bioacumulacdo. No solo, os metais potencialmente toxicos causam efeitos
toxicologicos na microbiota do solo, o que pode levar a uma diminui¢do de atividades
(FAROOQ et al., 2010).

Os metais potencialmente toxicos (MPT) tais como Zn, Mn. Ni, Cd e Cu podem ter
a sua quantidade aumentada nos solos devidos a a¢Bes antropogénicas, tais como adubacdes
sucessivas, principalmente dos fertilizantes fosfatados, devido a ocorréncia destes nas rochas
fosfatadas, como a apatita, empregada como matéria prima para classe de fertilizantes (LIMA,
2011; ESTRELA; GAROFALO CHAVES; SILVA, 2018) a produtos como lodo de esgoto,
composto de lixo urbano e residuos de industria de mineracdo (CARVALHO; ORSINE, 2011),
bem como a utilizagdo de agua de irrigacdo poluida e/ou contaminada.

Objetivou-se com este trabalho avaliar as concentracfes de Metais Potencialmente
Téxicos e alteracdes das variaveis fisico-quimicas de solos da cidade de Imperatriz-MA
contaminados artificialmente com Zinco (I1), Manganés (1) e Cobre (Il) antes e depois do

plantio do experimento em casa de vegetacéo.

2 MATERIAL E METODOS

Nesta pesquisa foram empregadas amostras de solos provenientes do banco de
amostras oriunda de uma area preservada no municipio de Imperatriz-MA. O experimento foi
conduzido em casa de vegetacdo e a parte laboratorial nos Laboratérios de Microbiologia e
Salde e no Laboratdrio de Quimica Ambiental da Universidade Estadual da Regido Tocantina
do Maranhdo (UEMASUL), campus Imperatriz.

2.1 Preparagéo do Solo

O solo foi autoclavado por uma hora, por dois dias consecutivos, visando a nao
interferéncia de qualquer outro microrganismo do solo, que ndo dos fungos micorrizicos a
serem inoculados. Em seguida foi contaminado com adi¢édo dos metais: Zinco (1), Manganés
(I1) e Cobre (II). Antes da contaminacdo, o mesmo foi analisado para determinacdo das

quantidades dos metais ja presentes.
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) em
fatorial 5x2, sendo 5 doses das espécies metélicas na forma de sais P.A. (0, 10, 20, 40 e 80 mg
kg™) e 2 inoculagdes de FMA (sem e com FMA), totalizando 10 tratamentos com 4 repeticoes,

resultando em 40 unidades experimentais (Tabela 1).

Tabela 1. Tratamentos utilizados no experimento conduzido em casa de vegetacéo, utilizando fungo micorrizicos
arbusculares (FMA).

TRATAMENTOS APLICA(;AO DO FMA DOSES DOS METAIS
(mg kg de solo)
s/IFMA+0dose sem FMA 0
s/IFMA+10dose sem FMA 10
s/IFMA+20dose sem FMA 20
s/IFMA+40dose sem FMA 40
s/IFMA+80dose sem FMA 80
¢/FMA+0dose com FMA 0
c/FMA+10dose com FMA 10
c/FMA+20dose com FMA 20
c/FMA+40dose com FMA 40
c/FMA+80dose com FMA 80

Ap0s a coleta, as amostras dos solos foram secas ao ar, e passadas em peneira de 2
mm homogeneizadas foram submetidas & analise de pH em agua e KCI 1 mol L™ e
determinacdo da percentagem de matéria organica foi feita por calcinacdo a 550° C, também
foram realizadas determinagfes de matéria organica por titulacdo para que houvesse

comparacao de eficiéncia entre os dois métodos.

2.2 Determinacéo de pH em H20 e KCI

As amostras dos solos secas ao ar, descompactadas e passadas em peneira de 0,35 mm
homogeneizadas foram submetidas & analise de pH em agua e KCI 1 mol L. Foram
determinados potenciométricamente em suspensdo, empregando 10,0 gramas de solo em cada
amostra, e acrescentou-se 25 mL de &gua e solo agitando-se por 40 mim. Apoés agitacdo a
suspensao foi deixada em repouso por 1 h. Para o pH em KCI 1 mol L-1 foi mantida a mesma

relacdo solos e agua utilizada na determinacdo do pH em &gua e 0o mesmo tempo de
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agitacdo/repouso. Em seguida foram feitas as medic¢des do pH nas amostras segundo Raij et al.,
(2001). As anélises foram feitas em triplicata.

2.3 Estimativa das cargas do solo (ApH)

A estimativa das cargas do solo foi feita a partir dos valores de pH em agua e KCI
0,1 mol L' (MEKARAU; UEHARA, 1972) partir da equagéo 2.

ApH = pHkci - pHH20 (Equagéo 2)

2.4 Determinacao da Capacidade de Troca Cationica— CTC

Para a determinacdo dos cétions totais trocaveis, CTC, foram pesados 2,5 g das
amostras de solo, adicionando-se 25 mL da solugdo de acido acético 1,00 mol Lt. Em seguida
a suspensdo foi agitada por 1 h em incubadora com agitacédo orbital shake, sendo posteriormente
determinado o pH tanto da solucdo de &cido acético quanto da suspensdo contendo a amostra
conforme o método utilizado por Cotta et al. (2006). As determinacGes foram feitas em trés
repeticdes. A quantificacdo da CTC das amostras foi de acordo com a equacao 3:

CTC (mmol kg-1) = [pH1-pH2] X Kete  (Equacdo 3)
Onde:
pH1= pH da suspenséo contendo a amostra;
pH2= pH da solucéo de acido acético;

Kcte = Soma das cargas dos cations presentes na CTC do solo.

2.5 Determinacao de metais biodisponiveis no solo antes do plantio

O método utilizado neste trabalho para a determinagéo da concentracdo de Metais
Potencialmente Toxicos - MPT na fragdo biodisponivel dos solos é aquele proposto por De
Paula e Mozeto (2001). Foi transferido aproximadamente 1 g dos solos secos para um
erlenmeyer, foram adicionados 25 mL de HCI 0,1 mol L™ e submeteu-se a mistura & agitagao,
por 2 horas em uma mesa com agitacdo orbital shaker. Completado o tempo de extracdo, a
suspensdo foi mantida em repouso por um periodo necesséario para decantacdo do material
solido, sendo, em seguida, filtrada em papel de filtro quantitativo. A solucdo apos filtrada foi

recolhida em frasco de polietileno e mantido sob refrigeracdo até a determinacdo dos metais.
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Durante os processos de extracao, foi realizado um controle branco das solug¢des extratoras para

cada conjunto de amostra analisada no mesmo dia. As anélises foram feitas em triplicata.

2.6 Analise de Dados

Os dados foram submetidos a andlise de varidancia ANOVA e as médias foram
comparadas utilizando-se teste de Tuke a 5% de probabilidade com auxilio do programa

estatistico R.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes aos parametros fisico-quimicos pH em agua, pH em KCl e
Capacidade de Troca Catidnica, CTC, dos solos analisados antes do plantio encontram-se na
Tabela 2, assim como o ApH (pHkci — pHH20) € a porcentagem de matéria organica no solo
(M.O). O potencial hidrogenionico dos solos analisados antes do plantio em todas as
concentracdes de dopado e ndo dopado, manteve-se na mesma faixa, sendo um solo considerado
com acidez fraca segundo classificacdo proposta por Cordeiro et al. (2018), variando entre 6,02
e 6,35 para o pH em &gua e 4,65 e 5,94 para o pH em KCI.

Verifica-se na Tabela 2 que os valores de pHn20 foram maiores que 0 pHkci todos
os tratamentos, Ebeling e colaboradores (2008) comentam que esses resultados sdo atribuidos
ao efeito da solucdo de KCI, que, em contato com a amostra de solos, induz a troca de cations
devido a maior concentragdo dos fons K*, liberando ions H* e AI®* para a solugdo, com
consequente aumento da acidez. Shinzato et al (2015) argumenta que esse comportamento é
devido ao Cl deslocar menor quantidade de OH™ em relacdo ao H* deslocado pelo K* e afirmam
gue neste caso o solo é interpretado com eletronegativo, ou seja a sua CTC é maior que CTA

(capacidade de troca anidnica).

Tabela 2. Valores médios de pH em agua, pH em KCI, CTC e Matéria Organica.
Solos antes do plantio

Dopagem  pHem Agua pHemKCI  ApH CTC (mmolc.kg?) M.O %

0mgkg!t  6,03+0,01 594+0,02 -0,0 1,02 9,06%
10 mg.kg? 6,09 + 0,051 465+0,1 -1,44 0,20 7,04%
20 mg.kg® 6,02+ 0,014 539+03 -0,63 0,60 7.80%
40mgkg! 6,35+0006  554+007 -0,81 1,20 10,18%
80 mgkg! 6,12+ 0,04 542+001 -0,7 1,08 9,82%

CTC = Capacidade de troca catidnica; M. O= Matéria Orgénica
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O ApH (pHkci— pHH20) relacionam-se com o balanco de carga elétricas no solo.
Quando pHH20 > pHkci predomina cargas negativas nesses casos 0s solos retém mais cations,
quando pHkci > pHH20 predominam carga positiva e 0s solos retém mais &nions que cations, no
entanto quando o pHkci = pHH20 0 NUMero de cargas negativas e positivas séo iguais (ponto de
carga zero, ou PCZ). A determinacdo do ApH nos certifica de que as cargas que prevalecem
nos solos negativas pois ApH > 0 = cargas positivas ¢ ApH < 0 = cargas negativas. Todos os
valores de ApH foram menores que 0. Os valores negativos de ApH (Tabela 2) indicando que
os solos investigados retém cations. Porém, em conformidade com a bibliografia, tem-se que o
solo apresenta deficiéncia em sua capacidade de reter cations na forma trocével por com o seu
baixo valor de CTC, logo o solo iré reter cations, porém ndo com tanta eficiéncia (EMBRAPA,
2011)

De acordo com a Tabela 2 a capacidade de troca catiénica variou com a aplicacao
da dose das espécies metalicas para 0 mesmo solo, entre 0,20 mmolc.kg™ na amostra dopada
com 10 mg kg? e 1,02 mmolc kg na dopada com 40 mg kgl As argilas minerais, as
substancias humicas e os 6xidos de ferro e aluminio possuem determinada superficie de troca
e sdo os principais coloides responsaveis pela capacidade de troca de cations (CTC) dos solos
sob condic@es tropicais. Em razdo do maior nimero de cargas negativas do que positivas desses
coloides, a adsorcéo é principalmente de cations.

No entanto, ha alguns sitios nestes coloides com cargas positivas que podem atrair
anions (principalmente nos oxidos de ferro e aluminio). Um valor baixo de CTC indica que 0
solo tem pequena capacidade para reter cations em forma trocavel (EMBRAPA, 2011).

Os teores de matéria organica (Tab.2) variaram entre 7,04 e 10,13 %. A matéria
organica do solo (MOS) é resultado de producdo, incorporagdo, decomposicao e mineralizagdo
de materiais vegetais e animais. Em relagdo aos teores de matéria orgénica, segundo Alcantara
e Pierangeli (2011), valores acima de 10 %, indicam predominancia de compostos organicos, e
abaixo de 10 %, de compostos inorganicos ou minerais, com predominancia de silica, argila e
compostos como, calcio, ferro e manganés. Considerando a afirmagéo de Alcéntara e Pierangeli
o solo dopado com 40 mg kg™ apresentou caracteristica levemente organica. E importante ainda
destacar a contribuicdo da matéria orgénica na geracdo de cargas do solo, expressa na
capacidade de troca catiénica (CTC) como se verifica na Tabela 2.

Extracdes parciais, com acidos diluidos, sdo comumente utilizadas para obtencao
da fracdo de metais labeis, mdveis ou fracamente associados & matriz do solo e, também
considerada potencialmente biodisponiveis (BEVILACQUA et al., 2009) e, portanto, mais

toxicos. Extragdes com &cido cloridrico a frio, por exemplo, tém um impacto limitado nas
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fracbes mais fortemente ligadas aos metais e, consequentemente, sdo comumente utilizadas
para identificar contaminagéo ecologicamente significativa (LUOMA e BRYAN, 1981).

A meédia relativa a triplicata das analises dos metais biodisponiveis assim como 0s
valores do desvio padréo (D.P) encontram-se na Tabela 3. Na Figura 1. Estao representadas as

concentragfes dos metais biodisponiveis nos solos antes do plantio.

Tabela 3. Concentragdo dos metais Cu?*, Mn?* e Zn?* biodisponiveis no solo antes e apds o plantio.

Cobre (11) Manganés (1) Zinco (1)
Dopagem A.P D.P A.P D.P A.P D.P
0 mg.kg 7,22 1,33 53,18 2,84 123,1 7,20
10 mg.kg 2,00 0,50 190,51 5,35 36,32 1,08
20 mg.kg 32,92 1,77 148,21 8,03 72,43 3,97
40 mg.kg 57,33 1,51 128,92 0,49 282,73 22,71
80 mg.kg 26,58 3,22 117,15 2,64 473,87 26,13

D.P = Depois do Plantio; mg/kg

500
400 < ] (Mn)
300

200 4

Conc. Biodisponivel (mg/kg)
3
|

0 mg/kg 10 mgrkg 20 mg/kg 40 mg/kg 80 mgrkg

Dopagem (mg/kg)
Figura 1. Biodisponibilidade dos metais Cu?*, Mn?* e Zn?* no solo contaminado antes do
plantio.

Como demostra a Tabela 3 e a Figura 1, o metal analisado com maior teor de
biodisponibilidade no solo com dose 0(zero), foi o Zinco (1), seguido pelo Manganés (I1). O
Cobre (I1) foi predominantemente o metal com menor teor de biodisponibilidade. No entanto,
apos a adicdo das doses dos metais potencialmente toxicos o Mn (Il) foi a espécie que
apresentou maior concentracdo de metais biodisponiveis, exceto para as doses de 40 e 80 mg
kg, permitindo inferir uma saturagdo dos sitios de adsor¢do na superficie da fase solida do solo
investigado pelo manganés e/ou a capacidade do zinco deslocar o manganés adsorvido a
superficie em dose acima de 20 mg kg™

E importante ainda destacar, que 0 manganés apresentou um comportamento

padrdo a concentracdo diminui com o aumento da dose desse metal no solo, ja a concentracéo



35

biodisponivel do zinco aumentou com o aumento das doses zinco. Os teores biodisponiveis do
cobre por outro lado, ndo apresentaram comportamento definido, aumentou e diminuiu com as
adigdes das doses aplicadas.

A maior concentracao de Zinco na dosagem 0 pode ser explicada pelos valores do
pH de 6,03 que favorece a adsorcdo desse metal na superficie das particulas coloidais dos solos
(ALEXANDRE et al., 2012), influenciando a mobilidade do Zn nos solos, Mukhopaddhyay et
al (2018), comenta que em pH acima de 6 a sua mobilidade é significativamente reduzida.

Nas Figuras 2 e 3 apresentam as concentracdes das espécies metalicas Cu?*, Mn?*
e Zn?* no material lixiviado do solo sem fungos micorrizicos arbusculares e com fungos

micorrizicos arbusculares respectivamente.

10 o

o
1

Conc. Metal Lixiviado (mg/mL)

0 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg 80 mg/kg
Dopagem (mg/kg)

Figura 2. Concentra¢do de Cu?*, Mn?* e Zn?* no lixiviado dos solos analisado sem o F.M.A.
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o]
|

Conc. Metal Lixiviado (mg/mL)

0 mg/kg 10 mgrkg 20 mg/kg 40 mg/kg 80 mg/kg

Dopagem (mg/kg)

Figura 3. Concentracdo de Cu?*, Mn?* e Zn?* no lixiviado dos solos analisado com o F.M.A.
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A lixiviacdo é o processo de remocao de substancias soluveis, através da agua que
drena o solo (EMPRAPA, 2011). O comportamento dos metais no efluente do lixiviado foi
aproximadamente o mesmo no que se refere aos dois tipos de tratamento, com e sem F.M.A.,
com maior concentra¢io de Mn?* da menor para a maior concentragdo em ambos, assim como
menor concentragdo de Cu?* também em ambos. A maior concentracido de metal deu-se na
dopagem de 10 mg kg, tanto para as amostras de solo sem fungo quanto para com fungo, onde
0 Manganés (I1) foi o metal com mais representatividade no lixiviado e o Cobre (Il) o que
menos lixiviou. Tendo sido, no geral, o segundo tratamento (com fungo) que apresentou valores

mais baixos de metais no lixiviado.

4 CONCLUSAO

De um modo geral a aplicacdo de doses de Cu 2*, Mn 2" e Zn?" nos solos
aumentaram o0s teores de biodisponibilidade dessas espécies metalicas nos solos e
consequentemente paras a cultivar Urochiloa brizantha. Analisando os valores de pH verificou-
se que a quantidade de H™ do solo ndo contribui para a biodisponibilidade das espécies metalicas
no solo, trata-se de um solo com acidez fraca, o que tem reflexo direto com a CTC do solo que
por sua vez também tem valores significativos que adjetivam o solo como bom para o cultivo
assim como propicio a retencao de cations. A baixa concentracdo dos metais no lixiviado indica
que o solo os complexou e/ou adsorveu as espécies metalicas em sua forma biodisponiveis

investigada possibilitando assim a biodisponibilidade destes para a Urochiloa Brizantha.
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AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO E TOLERANCIA DA Urochiloa
brizanta, ASSOCIADA A MICORRIZAS ARBUSCULARES EM SOLOS
CONTAMINADOS COM ZINCO, MANGANES E COBRE

CAPITULO 3

1 INTRODUCAO

Os metais potencialmente toxicos (MPT) tais como Zn, Mn. Ni, Cd e Cu podem ter
a sua guantidade aumentada nos solos devidos a a¢fes antropogénica, tais como adubacdes
sucessivas, principalmente dos fertilizantes fosfatados, devido a ocorréncia destes nas rochas
fosfatadas, como a apatita, empregada como matéria prima para classe de fertilizantes (LIMA,
2011; ESTRELA; GAROFALO CHAVES; SILVA, 2018) a produtos como lodo de esgoto,
composto de lixo urbano e residuos de industria de mineracdo (CARVALHO; ORSINE, 2011),
bem como a utilizacdo de agua de irrigacdo poluida e/ou contaminada).

Estas espécies metalicas encontradas em pequenas concentragfes tém implicacbes
significativas na fisiologia das plantas, controle de ativacéo enzimatica e fixag¢do de nitrogénio,
no entanto, em concentracfes toxicas prejudicam as plantas e 0s organismos vivos, afetando
seus Orgdos, alterando processos bioguimicos, organelas e membranas celulares, além de
originar problemas de saude publica (OLIVEIRA; OLIVEIRA 2011, RODRIGUES et al;
2018).

A principal causa deste problema estd relacionada ao fato de os metais
potencialmente toxicos serem altamente reativos e bioacumulaveis, ou seja, 0s organismos sao
incapazes de elimina-los quimicamente (OLIVEIRA e OLIVEIRA 2011), ficando retidos no
ecossistema. Todavia, mesmo em pequenas quantidades, alguns desses metais podem ser
prejudiciais aos organismos, por formarem complexos estaveis com as biomoléculas
(BISINOTI; YABE; GIMENEZ, 2004).

Uma planta fitoextratora ideal deve ter como principais caracteristicas a tolerancia
a alta concentracédo do poluente presente no solo, rapido crescimento, baixa exigéncia de agua,
eficiéncia na remocédo do poluente, ndo ser invasiva e apresentar certa resisténcia a pragas e
doencas, bem como, possuir baixa exigéncia de insumos e ser de facil colheita (HERZIG et al.,
2014). A eficiéncia da fitoextracdo pode ser aprimorada ao utilizar cultivares selecionadas e
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geneticamente melhoradas, aliada a boas técnicas de cultivo (NEHNEVAJOVA et al., 2009;
VANGRONSVELD et al., 2009; HERZIG et al., 2014).

As espécies de gramineas pertencem ao género urocholoa, podem ser utilizadas
para fitorremediacéo de solos contaminados com metais potencialmente tdxicos, sendo capazes
de remover grandes quantidades de cddmio, zinco, niquel, cromio e chumbo (SANTOS et al.,
2005; MARTINEZ; CRUVINEL; BARRATO, 2012), arsénio (ANTUNES ARAUJO et al.,
2011), o capim braquiaria mostra-se eficiente ndo apenas na fitorremediacdo de solos com
contaminacdo correspondente ao grau de intervencdo como apresenta um potencial de
tolerancia de alta concentragdes de metais no solo.

A toleréncia de plantas e microrganismos aos metais potencialmente toxicos tem
sido estudada do ponto de vista de remocao do excesso do metal do solo ou diminuicdo da
disponibilidade destes nos sistemas biologicos, sendo consideravel o interesse biotecnologico
(BERTOLAZI et al., 2010; SCHNEIDER et al., 2012%; GARCIAS et al., 2017; CANTONI al.,
2018).

Segundo Cornejo et al (2008), os FMAs liberam substancias organicas, como a
glomalina, que pode ser um mecanismo altamente eficiente, pois a mesma realiza o sequestro
de metais potencialmente tdxicos, promovendo melhoras nas condi¢cbes ambientais, podendo
levar a estabilizacdo de solos que estdo com altos teores destes elementos. Ainda os FMA
podem armazenar Cu, por exemplo, em compartimentos celulares, tais como, esporos e
vesiculas, onde a taxa metabolica é reduzida, trazendo beneficios ao crescimento das plantas e
aos FMAs (FERROL et al., 2009; CORNEJO et al., 2013).

Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar a toleréncia e desta forma o
potencial fitorremediador da graminea Urochiloa Brizantha associada a fungos micorrizos

arbusculares cultivadas em solos contaminados artificialmente por Zn?*, Mn?* e Cu?*.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 AREA DE ESTUDO E COLETA DE DADOS

2.1.1 Banco de Amostras e local do Experimento

Nesta pesquisa foram empregadas amostras de solos provenientes do banco de
amostras oriunda de uma area preservada no municipio de Imperatriz-MA, do Projeto
Avaliacdo de plantas nativas do Cerrado maranhense com potencial fitorremediador de

solos contaminados por manganés, niquel, zinco, crémio e chumbo, desenvolvido pelo
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Grupo de Pesquisa em Quimica Ambiental(GPQA) do “Laboratério de Quimica Ambiental
(LQA) do Centro de Ciéncias Exatas, Naturais e Tecnoldégicas (CCENT) da UEMASUL,
financiado pelo Projeto UNIVERSAL FAPEMA- 01382/18, Edital- N° 002/2018.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e a parte laboratorial nos
Laboratorios de Microbiologia e Salde e no Laboratério de Quimica Ambiental da

Universidade Estadual da Regido Tocantina do Maranhdo (UEMASUL), campus Imperatriz.

2.1.2 Preparacao do Solo

O solo foi autoclavado por uma hora, por dois dias consecutivos, visando a néo
interferéncia de qualquer outro microrganismo do solo, que ndo dos fungos micorrizicos a
serem inoculados. Em seguida foi contaminado com adi¢do dos metais: Zinco (11), Manganés
(I1) e Cobre (II). Antes da contaminacdo, o mesmo foi analisado para determinagdo das
quantidades dos metais ja presentes.

2.1.3 Aquisicéo das sementes

As sementes de brachiaria utilizadas no experimento foram adquiridas
comercialmente na cidade de Imperatriz-MA (Figura 5). Foram plantadas 10 sementes por vaso
e apos 10 dias o desbaste foi feito deixando apenas 5 plantas por vaso (Figura 4). Em seguida
foi realizada a inoculagdo dos FMA nos tratamentos com fungos micorrizicos. Os vasos foram
irrigados com 150 mL de agua destilada a cada 2 dias com a finalidade de manter a capacidade
de campo.

e
g7

Figura 4. Semente de Urochiloa Brizantha Figura 5 Vista do Plantio ap6s o desbaste.
Fonte: Autor 2019 Fonte: Autor 2019
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2.1.4 Instalagdo do experimento

Os vasos utilizados foram confeccionados com garrafas de politereftalato de
polietileno (PET) de 2 L. Foram necessarias duas garrafas para cada vaso confeccionado. A
parte superior das garrafas foram cortadas acima do meio, as tampas que lhes acompanhavam
foram perfuradas e acopladas, gaze estéril e algoddo foram colocados na parte inferior das
garrafas para impedir a perda do solo através dos furos das tampas, sendo possivel assim a
coleta dos lixiviados (Figura 6). Para a coleta do liquido lixiviado foi formado uma base com
as garrafas onde as mesmas foram cortadas ao meio e cobertas com fita adesiva preta para evitar

a interferéncia da luminosidade.

e experimento instalado. Fonte: Autor, 2019

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) em
fatorial 5x2, sendo 5 doses das espécies metalicas na forma de sais P.A. (0, 10, 20, 40 e 80 mg
kg™) e 2 inoculagbes de FMA (sem e com FMA\), totalizando 10 tratamentos com 4 repeticoes,
resultando em 40 unidades experimentais (Tabela 4).
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Tabela 4. Tratamentos utilizados no teste de fitorremediacdo utilizando fungo micorrizicos arbusculares (FMA) e
doses dos sais de Zinco (I1), Manganés (I1) e Cobre (11).

DOSES DOS METAIS

TRATAMENTOS APLICAQAO DO FMA (mg kg™ de solo)
s/IFMA+0dose sem FMA 0
s/IFMA+10dose sem FMA 10
s/IFMA+20dose sem FMA 20
s/IFMA+40dose sem FMA 40
s/IFMA+80dose sem FMA 80
c/FMA+0dose com FMA 0
c/FMA+10dose com FMA 10
c/FMA+20dose com FMA 20
c/FMA+40dose com FMA 40
c/FMA+80dose com FMA 80

s/IFMA = Sem fungo Micorriza Arbuscular; c/FMA= Com Fungo Micorriza Arbuscular.

Durante a conducdo do experimento, os vasos foram irrigados com agua destilada,
de modo a ndo ultrapassar o limite maximo de 70 % da capacidade de campo deste solo. Apds
50 dias ap6s a plantacdo (DAP) o experimento foi retirado do campo, as plantas foram
segregadas em parte folhas, colmo e raiz, e foram armazenadas em sacos de papel e seca, (figura
7) apds secagem foi determinada a matéria seca da parte aérea (MSPA) e matéria seca da raiz

(MSR). Em seguida o material seco foi pesado e assim feito a determinacdo da

2.1.5 Extracéo dos esporos dos solos

O solo para extracéo dos esporos foi coletado em 2 areas de mata nativa de Cerrado,
na profundidade de 0-20 cm. Foram pesados 50 g de solo (Figura 8A), em um béquer de 1L,
onde se acrescentou agua e em seguida a amostra foi agitada e deixada descansar por 30
segundos (Figura 8B). Ap6s decantar, o liquido foi vertido em um conjunto de peneiras de 710
e 53 um (Figura 9A), o sobrenadante retido na peneira de 53 um foi colocado em tubos falcon
e levado para primeira centrifugacdo a uma velocidade de 3000 rpm por 5 minutos, para

separagdo das particulas do solo (Figura 9B).
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Figura 6.“A” Pesagem do solo para extra¢do dos esporos; “B” Processo de agitagdo do solo
para extracdo. Fonte: Autor, 2019



45

| 7|

-

AR B

|

Figura 7. “A” Processo de peneiramento do liquido; “B” Processo de Centrifugagdo do solo.
contido na amostra. Fonte: Autor, 2019

Apos a centrifugacdo, o liquido sobrenadante foi descartado e ao corpo de fundo
acrescentado uma solucdo de sacarose 45% (JENKINS, 1964), em seguida os tubos foram
levados novamente a para a centrifuga por 3 minutos a uma rotacdo de 3000 rpm. Finalizada
esse processo 0 material foi vertido na peneira de 53 um e lavado com 4gua destilada para a
retirada da sacarose e armazenados em tubos Falcon. (GEDEMANN e NICOLSON, 1963).

Apos a extragdo, os esporos foram inoculados ao solo conforme seus tratamentos (Figura 10).

Os solos para extracdo dos esporos foram coletados em 2 areas de mata nativa de
Cerrado, na profundidade de 0-20 cm. Foram pesados 50 g de solo, em um béquer de 1 L, onde
se acrescentou dgua e em seguida a amostra foi agitada e deixada em repouso por 30 segundos
para decantacdo do solo. Apos a decantacao, o liquido foi vertido em um conjunto de peneiras
de 710 e 53 um, o sobrenadante retido na peneira de 53 um foi colocado em tubos falcon e
levado para primeira centrifugacdo a uma velocidade de 3000 rpm por 5 minutos, para

separacgdo das particulas do solo.
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Figura 8. Inoculacdo dos esporos ao solo. Fonte: Ana Paula 2020

2.1.6 Parametros de desenvolvimento da planta

Ao término do experimento foi medido a altura das plantas com auxilio de uma fita
métrica graduada em centimetros (Figura 11A) e em seguida foram separadas parte aérea e raiz
através de corte na base da planta com auxilio de estilete (Figura 11B). Posteriormente foi
medido o comprimento da raiz (Figura 11C) também com uma fita métrica graduada em
centimetros. O indice de clorofila foi mensurado um dia anterior a coleta, nas folhas mais velhas
com auxilio do SPAD 502 Plus Medidor de Clorofila.

Para a determinacgdo da massa fresca foram pesadas a parte aérea (Figuras 12A) e a
raiz (Figuras 12B). Em seguida cada compartimento foi armazenado em sacos de papel e
levados a estufa de circulacdo de ar a 60°C até obtencdo de peso constante. Apds a secagem 0
material foi pesado em balanca analitica para obtencdo da massa seca da parte aérea (Figura
13A) e massa seca da raiz (Figura 13B).

Antes das raizes serem levadas a estufa para secagem foi retirada uma subamostra
de 0,5 g de cada planta, para analise de colonizacdo, foram retiradas amostras de raizes mais
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tenras e jovens, que foram limpas em &gua corrente e armazenadas em &lcool sob refrigeragdo

até coloracdo e contagem.

Figura 9. “A” Altura da planta com auxilio de uma fita métrica, “B” Comprimento da raiz e “C”
Corte realizado na base da planta para Separacdo da parte aérea e raiz. Fonte: Autor, 2020.

5593, 1B

o

Figura 10. Pesagem da Massa Fresca da Parte Aérea e Raiz. Fonte: Autor, 2020
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Figura 11. Pesagem da massa seca da parte Aérea e Raiz. Fonte: Autor, 2020
2.1.7 Coloracao e contagem de raizes colonizadas

A coloracdo das raizes foi executada através da metodologia descrita por Philips e
Hayman (1970), onde as raizes foram colocadas em tubo de falcon de 15 ml e em seguida
adicionada uma solucdo de KOH 10 % até que as raizes fossem totalmente cobertas e levadas
ao banho maria a 90° C durante 60 minutos. Ap6s o banho-maria, a amostra foi lavada em agua
corrente e em seguida em com solucdo de HCI 5 %. Para a coloracdo, as raizes foram imersas
em solucdo de corante de triptan 0,05 % durante 24 h e em seguida retirada e armazenada em

solucéo de glicerol 50 % para posterior contagem (Figura 14).

Figura 12. Raizes armazenadas em glicerol 50% (fonte: autor 2020)
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As raizes foram colocadas placa de Petri de 8,5 cm de didametro contendo um grid
de linhas de 1,27 cm (Figura 15) Giovannetti e Mosse (1980). Com auxilio de microscépio
estereoscopio foram avaliados os fragmentos das raizes que continham estruturas fungicas. Foi
observada em cada campo visual, a intersec¢do da raiz com a linha horizontal do grid e
contabilizada a presenca e auséncia de colonizagdo micorrizica do segmento das raizes que
ficaram em contato com a linha do grid (Figura 16). Para calcular a taxa de colonizacdo

radicular utilizou-se a formula 1.

=" Ul

|
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Figura 13. Colonizacdo micorrizica em placa de petri pelo método de Giovanetti e Mosse
(1980). Fonte: mycorrhizas.info, 2008

Horizontal lines
11
/7 Key to roots
4/9
Mycorrizal
6/10 = —
Noamycorthizal
2/7
4/6
» Repeat for
vertical lines 1/2
Vortical 2/2 2/4 1/2 0/3 3/4 0/1 1/2 Total = 30/60 =50%
root length colonised

Figura 14. Exemplificacdo da contagem de esporos para obtencdo da porcentagem de
colonizag&o micorrizica na raiz do sombreiro. Fonte: mycorrhizas.info, 2008
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Formula 1:

% de colonizagao micorrizica = SIM /(SIM+NAO) x 100 (1)
Onde:

-SIM: pontos das raizes colonizadas;

NAO: ponto das raizes ndo colonizadas.

2.1 Analise de Dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA e as medias foram
comparadas utilizando-se teste de Tuke a 5% de probabilidade com auxilio do programa

estatistico R.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na Tabela 5 estéo representados os parametros com relagéo

ao diametro, comprimento da raiz, indice de clorofila e colonizacgéo radicular.

Tabela 5. Tabela 5. Média dos parametros de altura da planta, comprimento da raiz e indice de clorofila analisados
em funcdo dos dez tratamentos estudados com Urochiloa brizantha.

Tratamentos Altura planta Comprimento da Indice de Colonizaca
(cm) raiz (cm) Clorofila o Radicular
(%)
s/IFMA+0dose 57,44a 19,75a 31,9a Ob
s/IFMA+10dose 52,09a 18,25a 33,63a Ob
s/IFMA+20dose 60,06a 16,75a 33,07a Ob
s/IFMA+40dose 66,06a 21,25a 35,56a Ob
s/IFMA+80dose 56,19a 14,25a 34,68a Ob
c¢/FMA+0dose 56,75a 24a 33,15a 559 a
c¢/FMA+10dose 50,13a 17a 34,77a 9,65 a
c/FMA+20dose 67,81a 19,5a 34,43a 6,37 a
c¢/FMA+40dose 64,4a 21,25a 33,08a 13,29 a
c/FMA+80dose 65,69a 17,5a 33,33a 9,12 a

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na tabela 6 encontram-se os resultados para massa fresca e seca da parte aérea e

massa fresca e seca da raiz.
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Tabela 6. Média dos valores encontrados para massa fresca e seca da parte aérea e massa fresca e seca da raiz em
funcéo dos dez tratamentos estudados com Urochiloa brizantha.

TRATAMENTOS MFPA MSPA MFR MSR
s/IFMA+0dose 32,12 6,00 6,44 0,92
s/IFMA+10dose 23,79 5,47 4,96 0,89
sIFMA+20dose 34,21 7,05 3,57 0,62
s/IFMA+40dose 48,18 9,25 8,74 1,48
s/IFMA+80dose 38,95 8,07 6,58 0,86
c/FMA+0dose 30,57 7,16 4,20 0,86
c/FMA+10dose 21,86 4,12 3,74 0,73
c/FMA+20dose 41,88 8,81 4,51 1,07
c/FMA+40dose 49,67 9,67 5,35 0,84
c/FMA+80dose 42,96 8,50 6,75 1,06

MFPA= massa fresca da parte aérea. MSPA= massa seca da parte aérea. MFR= massa fresca da raiz. MSR= massa
seca da raiz.

As figuras 17 e 18 dispdem o resultado para massa fresca da parte aérea (Figura 17)

e massa seca da parte aérea (Figura 18) em funcdo dos tratamentos aplicados.
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Figura 15. Massa fresca da parte aerea em funcdo dos 10 tratamentos analisados.
*Meédias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 16. Massa seca da parte aérea em funcao dos tratamentos
*Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Diversos trabalhos vém demonstrando a eficiéncia de adaptacdo das gramineas em
solos contaminados com diferentes metais potencialmente toxicos (SILVA et al. 2006;
MARTINEZ et al. 2012; ANDRADE et al. 2014). Devido tal caracteristica associado ao seu
rapido crescimento essas espécies sdo consideradas tolerantes e muito utilizadas como
fitorremediadoras de solos contaminados (ARAUJO et al. 2011).

A Urochiloa brizantha apresentou um bom desenvolvimento em solo contaminado
com as diferentes dosagens dos metais potencialmente toxicos, isso comprovado pelas analises
dos parametros altura de planta, comprimento da raiz, indice de clorofila (Tabela 4), massa
fresca da raiz e massa seca da raiz (Tabela 5), estes ndo apresentaram diferenca significativa
entre os tratamentos analisados (p > 0,05), mostrando assim que as plantas cultivadas em solo
contaminado com metal potencialmente toxicos obteve o mesmo comportamento que as
cultivadas em solo sem contaminacéo.

Quanto a colonizacéo radicular o resultado obtido ja era esperado visto que s6 pode
ter presenca de FMA nas plantas que foram inoculadas, uma vez que o solo foi autoclavado
para impedir a ndo interferéncia de qualquer micro-organismo. Porém esse resultado foi
positivo, pois mesmo sob contaminacdo de metais potencialmente toxicos os FMA realizaram
a esporulacédo colonizando assim as raizes.

O fato de o tratamento sem FMA+40 doses ter tido 0 mesmo resultado que o0s
demais tratamentos citados demonstram que provavelmente os FMA néo tiveram tanta

influéncia no desenvolvimento da planta.
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Carneiro et al (2001) em estudos com algumas espécies incluindo gramineas
analisaram que as mesmas também ndo obtiveram grande influéncia dos fungos micorrizicos
na MSPA no primeiro corte, e um dos fatores que pode ter influenciado em tal resultado seja o
tempo de contato entre FMA e planta, visto que no segundo corte as plantas tiveram maior
desenvolvimento, corroborando a firmacéo de Gomide et al (2009).

Para os parametros analisados, massa fresca da parte aérea (MFPA) e massa seca
da parte aérea (MSPA) apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos com p= 4,28e"%
e p = 2,23e respectivamente. Para MFPA os tratamentos s/FMA+40 doses e c/FMA+40 doses
foram os que apresentaram maiores médias, 48,18 e 49,67 g planta respectivamente (Tabela 5
e Figura 17). Para MSPA os tratamentos sem FMA+40 doses, com FMA+20 doses, com
FMA+40 doses e com FMA+80 doses mg kg de solo do metal apresentaram as maiores

médias, com 9.25, 8.12, 9.66 e 8.49 respectivamente (Tabela 5 e Figura 18).

4 CONCLUSAO

A Urochiloa brizantha apresentou um bom desenvolvimento em solo contaminado
com zinco, manganés e cobre, tendo assim um bom crescimento e sendo tolerante as diferentes
doses dos metais potencialmente tdxicos. As doses das espécies metalicas ndo interferiram nos
indices de clorofila.

Diante dos resultados ver-se que 0s Fungos Micorrizas Arbusculares nao
influenciaram de maneira significativa o desempenho da cultivar braquiéria, isso se deve pelo
curto tempo de experimento conduzido em casa de vegetacdo, sendo necessario novos estudos
com um maior tempo de observagéo.

Conclui-se com esse estudo que a espécie de graminea braquiaria (Urochiloa
brizanta) tem potencial para ser utilizada como fitorremediadora em solos da regido de
Imperatri-MA, objeto deste estudo, tendo em vista 0 bom desenvolvimento que apresentou

mesmo em altas concentracdes de metais potencialmente toxicos.
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